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Titre : Electrophorese capillaire d'affinite, matrice d'af finite pour la 

mise en oeuvre de cette electrophorese et son proc&3£ de fabrication. 



La presente invention conceme un perfectionnement relatif d une 
technique d'anaiyse dite electrophorese capillaire d'affinite, egalement denommee 
electrophorese capillaire haute performance (ECHP), et un support d'affinite pour 
la mise en oeuvre de cette technique et & un precede pour la fabrication de ce 
5 support 

Cette technique d'anaiyse est actuellement realisee au moyen d'un 
appareil qui consiste en un capillaire de silice, qui a un diametre interieur compris 
entre 25 et 100 pm, et dont chaque extremite plonge dans des recipients rempli 
de tampons. Un voltage de I'ordre de 20 a 30 kV est applique par rintermediaire 

10 de deux electrodes plongeant dans ces recipients. En electrophorese, I'homme du 
metier salt que des champs electriques eleves pemnettent des separations ra- 
pides. Dans le cas de Pelectrophorese capillaire ou injection et le volume de de- 
tection sort minimaux, le seul facteur d'elargissement des pics est dG 4 la diffusion 
axiale. Plus la rapidite de la migration des especes chimiques £ I'exterieur du capil- 

15 laire est importante, plus les pics sort resolus. Cette vitesse electrique est obtenue 
pour des champs electriques de I'ordre de 1 50 & 300 V/cm. 

Dans la technique d'etectrophorese capillaire d'affinite, I'homme du 
metier propose de remplir le capillaire d'un gel d'agarose couple avec un ligand ou 
de realiser une derivatisation de la paroi du capillaire et d*y coupler le ligand. 

20 Mais ces techniques connues d'etectrophorese capillaire d'affinite sort 

difficiles d mettre en oeuvre avec tous types de iigands bio-specifiques, groupes 
specifiques ou pseudo-bio-specifiques, y compris les chelates metalliques tels que 
Hminodiacetate de curvre (II) ou IDA-Cu (II) 

En particulier, cette technique actuelle a pour inconvenient le fait que le 

25 ligand reste fixe dans le capillaire : la regeneration de ce dernier apres chaque se- 
paration peut se reveler etre tres difficile voire meme impossible. Ceci est tout par- 
ticulierement le cas pour les chelates metalliques car un reiargage du metal (du fait 
du champ electrique ou d'une grande affinitd pour la proteine utilisee) ne pourra 
etre compensee et les proprietes du capillaire seront par consequent modifiees. 

30 Aussi un des buts de la presente invention est-il de fbumir une tech- 

nique d'electrophorese capillaire d'affinite qui permet de pallier ces inconvenients. 

Un autre but de la presente invention est de fbumir une telle technique 
d'electrophorese permettart une preparation, une regeneration et une stability 
satisfaisarte du capillaire. 
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Ces buts, ainsi que d'autres qui apparattront par la suite, sort atteirts 
par une electrophorese capillaire d'affinite qui est caracterisee, seton la preserte 
invention, par le fait qu'on utilise comme support d'affinite un ligand d'affinite 
couple a un polymere soluble. 

Avantageusement, le polymere soluble est le polyethylene glycol (PEG) 

ou un de ses derives. 

La preserte invention a egaiemert pour but de foumir un support 
d'affinite pour la mise en ceuvre de cette electrophorese capillaire d'affinite ainsi 
qu'un produit pour la fabrication de ce support 

Ce support d'affinite est constituee par un ligand d'affinite couple a un 
polymere soluble par covalence. 

Selon la preserte invention; le polymere soluble est un compose orga- 
nique aliphatique, a chaTne lineaire ou cyclique, non ramifie, biocompatible et ayart 
une masse superieure a 4,996.10** kg (3.000 daltons). La viscosite de ce poly- 
mere soluble est inferieure a 5 rnPas. Par ailleure, I'ultra-violet est faiblemert ab- 
sorbe par ce polymere, ce qui permet une detection des proteines a des longueurs 
d'onde comprises entre 214 et 280 nm. 

Le polymere soluble est de preference le polyethylene glycol (ou PEG) 
ou un de ses derives, tel que le methoxy-polyethylene-glycoi (ou m.PEG). 

Le PEG preserte une masse de I'ordre de 8,302.1 0" 24 kg. (5.000 dal- 
tons) et est lineaire et non ramifie. La viscosite est inferieure a 5 mPa.s. II est so- 
luble dans I'eau, le benzene, I'acetonitrile et a chaud, dans I'acetone, le dioxane, 
le toluene, par exemple. On pert utiliser, jusqu'a une mole dans 5 % de PEG, 
diflererts addfflfs : sort des sels tels que le chlorure de sodium (NaCI), le sulfate de 
potasium (K2S04), sort la glycine-betatne, ces additifs etart cites de facon non 
limitative. 

Le couplage de differents ligands au PEG ou a des derives de celui-ci 
a ete realise. Ceci est regroupe dans le tableau 1 ci-apres. 
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Tableau 1 



10 



15 



20 



30 



35 



40 



Derive du PEG 


Group* fonetlonnei Reaction de couple 

de llgand 


PE&O 


R 

HN 

R 


anine secondaireou 

Direct 

kwMra 


PEG-NH, 


R-COOH 


OCC, catalyse possible par HOST dans 

des solvents organiques 
EDO possible via NHS-ester dans HjO 




R-CHO 

(sucres, nucleotides) 


Base ds SchttT, redutte par Na ui^u ~~ 


0 

PEGO-CHrC-NH-NHj 
(Hydrazide) 


R-CHO 
(sucres. nucleotides) 


pKa 3 3, reaction possible en concWons 

— - — 

aooes 


0 

PEG-O-OHrCH-CH, 
(Epaxyde) 


R-NHj 
R-OH 
R-SH 


Catalyse par airtne. 6ther ou thtoflhef 


PEG-O-OHj-CH-CHj-CHO K-NHj 
(Aldehyde) 


BasedeScNff, iSSSS par NcBH* 


PEG-O-Succ 

PEG-O-CHrCOOH 

(CM-PEG) 

PE&Gly-OH 

(= derives cartxaytes) 


R-NHj 


— OCC. possible HOBT- catalyse possible par 
HOBTdans un sotvant o^uit^e 

EDC, possible via NHS-Ester dans H7O 



On couple a ce polymers un Bgand d'affinite tel que, par exemple, des 
lectines, des ions metalliques immobilises. Le support d'affinite ainsi obtenu se 
presente sous forme fiquide et constitue le tampon remplissant les recipients de 

I'appareil d'electrophorese. 

Deux exemples seront ci-apres donnes a titre non limitatif, pour mieux 

faire comprendre les avantages de la presente invention. 



45 f=ypmoie 1 ; P ff? * u™» lectine 

On utilise comme support d'affinite du methoxy-PEG-Succinyl -ConA 
afin de separer les RNases A et B de pancreas bovin. Ces deux RNases ont des 
sequences identiques en acides animes, mais la RNase B est glycolysee en Asn 
34 alors que la RNase A n'est pas glycolysee. 

50 
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Dans le tableau 2 cnaprSs sent regroup6s ies rteuttats 
d'6lectrophor6se capillaire d'affinite r£alis6e I'une sans ligand d'affinite I'autre avec 
le ligand d'afinit6 ci-dessus. 

Tableau 2: Temps de migration des dMKrentes proteines 6tudi6es. 
to = temps de migration sans le ligand mPEG-Con A dans le mSthoxy - PEG 5000 
t = temps de migration avec le ligand mPEG-Con A dans le m6thoxy • PEG 5000- 
IDA-Cu (II) 



Proteine 


to(min) 


t(min) 


t-to (min) 


RNase A 


9,9 


10,2 


0,3 


RNaseB 


12,5 


15,7 


3,2 



II apparatt que Ies temps de migration sont bien distincts, ce qui se 
traduit lors de la mesure par robtention de pics bien identifiables. 
Exemplaire 2 ; PEG cou qI6 a un ion metalltaue immnhilfri 



On utilise comme support d'affinite le methoxy-PEG 5000 IDA-Cu (II) et 
comme support de reference le methoxy PEG 5000. 

Par electrophorese on veut separer Ies cytochromes c de coeur de 
thon, de coeur de cheval et de Candida Krusei : ces drffe rentes especes de cyto- 
chrome c sont des proteines qui ont sensiblement le meme poids molecuiaire et le 
meme point isoelectrique. On sait qu'ils different, neanmoins, de par leurs 
nombres de residus histidine accessibies en surface. 

Dans le tableau 3 ci-apres, sont regroupes Ies temps de migration de 
chaque cytochrome c en fonction du support utilise. 

Tableau 3 : Temps de migration des diffe rents cytochromes etudies 
to = temps de migration dans le methoxy-PEG 5000 
t = temps de migration dans le methoxy-PEG 5000-IDA-Cu (II) 



Ft**™ to(min) t(min)a t-to (min) 



Cyt c de coeur de thon 12,6 12,6 o 

Cyt c de coeur de cheval 12,2 13,2 1,0 

Cyt c Candida Krusei 17,3 20,5 3,2 
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a) Les valeurs sort corrigees en IbncMon des differences de flux electroosmotiques 
pour les deux supports polymeres, avec ou sans ligand. 

II apparalt que la presence du ligand couple permet une bonne Wentlfi- 
5 cation des proteines de structure ties voisine, leur caracterisation et, par suite, teur 
separation. 



WO 96/08716 



6 



PCT/FR95/01176 



REVINDICATIONS 

1. Electrophorese capillaire d'affinite, caracterisee par le fait qu'on uti- 
lise comme supportd'afflnite un ligand d'affinite couple a un polymere soluble. 

5 

2. Electrophorese capillaire d'affinite selon la revendication 1, caracte- 
risee par le fait que le polymere soluble est du polyethylene glycol (PEG) ou un de 
ses derives. 

10 3. Support d'affinite pour electrophorese capillaire d'affinite selon les 

revendications 1 ou 2, caracterise par le (ait qu'il est constitue par un ligand 
d'affinite couple a un polymere soluble. 

4. Support d'affinite selon la revendication 3, caracterise par le fait que 
J5 le polymere soluble est le polyethylene glycol (PEG). 

5. Precede pour la preparation du support d'affinite selon les revendi- 
cations 3 ou 4, caracterise par le fait qu'on couple un ligand d'affinite a un poly- 
mere qui est soluble a temperature ambiante dans I'eau, le dichlorure de methane, 

20 I'acetonitrile et, a chaud, dans I'acetone, le dioxane, le toluene et dont la masse 
est superieure a 4,996. 10* 2 * kg et la viscosite inferieure a 5 mPas. 
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